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Selen (Se) je kemijski element atomskog broja 34 s atomskom masom od 
78.96 g/mol.Ima svojstva metaloida i srodan je sumporu. Se se može naći u 5 valentnih 
stanja:, elementarni Se, selenid, selenit, selenat i tioselenat (Lauchli, 1993). Ovisno o 
geografskom području, koncentracija Se u tlima varira od 0,1 do 2,0 mg/kg (Mayland,1994; 
Dhillon i Dhillon, 2003). Pripada skupini halkogenih elemenata. Važan je mikroelement kojeg 
pronalazimo u ljudima, životinjama, biljkama i mikroorganizmima (Germ i Stibilj, 2007). 
Esencijalan je i iznimno važan za zdravlje ljudi i životinja jer je sastavna komponenta 
antioksidacijskog enzima glutation-peroksidaze (GSH-Px) te drugih enzima kao što su 
tioredoksin-reduktaze, iodotironin-deiodinaze te niz selenoproteina (Pallud i sur., 1997; 
Birringer i sur., 2002). Većina Se se u organizam unosi putem prehrane, stoga je bitno da 
biljke sadržavaju dostatnu količinu Se u svojim tkivima. Međutim,mnoga tla, diljem svijeta, 
siromašna su Se (Cartes i sur., 2011). Zbog manjka Se mogu nastati zdravstveni problemi u 
ljudi. Mogu se razviti bolesti koje zahvaćaju jetru, kardiovaskularne bolesti te razni karcinomi 
(Chu i sur., 2013). Stoga se količina Se povećava raznim dodacima i biofortifikacijom. 
1.2. Selen u biljkama 
 
Iako je dokazano da je Se esencijalan za ljude i životinje, njegova esencijalnost za više 
biljke je i dalje upitna (Terry i sur., 2000). Međutim, istraživanja su pokazala da u malim 
koncentracijama Se ima pozitivan učinak na biljke, prvenstveno potpomaže samom rastu i 
razvoju (Hartikainen i Xue,1999; Terry i sur., 2000; Xue i sur.,2001; Turkainen i sur.,2004; 
Djanaguiraman i sur.,2005). Bioraspoloživost Se za biljke ovisna je o tlu, odnosno o samoj 
teksturi tla, pH, oksidacijskom stanju i prisutnosti različitih iona koji pospješuju primanje Se. 
Se se apsorbira u dva anorganska oblika, kao selenit (SeO3 
2-) i kao selenat (SeO4 
2-) ili u 
organskom obliku kao Se-aminokiselina, kao na primjer Se-Met. (Kopsell i sur., 2007). 
Selenati imaju veću raspoloživost biljkama jer su manje vezani za čestice tla i lakše se ispiru 
dok se seleniti čvršće vežu i to prvenstveno za okside aluminija i željeza (Curtin i sur., 2006). 
Interakcija čimbenika koji utječu na unos Se u biljke je složena. Unos i akumulacija Se 
u biljkama može biti pod utjecajem koncentracije različitih aniona, kao što su na primjer, 
kloridni (Cl-) i sulfatni (SO4
2-), koji su često prisutni u odvodnim vodama. Transport SeO42-i 
SO4
2-putem korijena velikog broja žitarica posredovan je zajedničkim membranskim 
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nosiocem te se ti anioni natječu za vezano mjesto istog nosača. Ovaj antagonizam utječe na 
unos Se koji je inhibiran u većoj mjeri s SO42- nego s Cl-(Grieve i sur., 2001). 
Se može povećati otpornost biljaka na oksidativni stres uzrokovan UV-
zrakama,ubrzati rast sadnica i usporiti proces starenja (Xue i sur. 2001., Pennanen i sur., 
2002) a ima i važnu ulogu u povećavanju otpornosti biljaka na stres uzrokovan nedostatkom 
vode (Kuznetsov i sur. 2003). 
Primanje Se i njegov metabolizam se razlikuje s obzirom na genetska svojstva biljnih 
vrsta, stadij razvoja i vrstu biljnog organa. Većina biljaka najveći dio Se akumulira u lišću i 
izdancima. (Zayed i sur., 1998). Turakainen i sur. (2007) su utvrdili da se koncentracija Se, u 
listovima, gomolju, izdancima i korijenju krumpira, povećala s povećanjem koncentracije 
dodanog Se. Najveća koncentracija Se utvrđena je u mladom gornjem lišću, izdancima i 
korijenju, što ukazuje na učinkovito primanje i iskorištavanje selenata u ranim razvojnim 
stadijima biljke. Za razliku od nižih biljaka, više biljke imaju različiti kapacitet za 
akumulaciju i toleranciju Se te se dijele na akumulatore, neakumulatore i indikatore 
(Rosenfeld i Beath, 1964; Terry i sur.,2000; Dhillon i Dhillon 2003; White i sur., 2004). U 
akumulatore spada približno 25 vrsta biljaka kao što su biljne vrste Allium sativum L., Allium 
cepa L. i Brassica oleracea L. (Neuhriel i sur., 1999, Whanger 2002). Postoji posebna 
skupina biljaka koje nazivamo hiperakumulatori. U tu grupu spadaju rodovi Stanleya i 
Astragalus (Rosenfeld i Beath,1964; Neuhriel i sur., 1999; Terry i sur., 2000). Takve biljke  
imaju sposobnost akumuliranja i tolerancije velikih koncentracija Se te se mogu koristiti u 
fitoremedijaciji. No, većina biljaka je osjetljiva na Se i nije u mogućnosti akumulirati velike 
količine Se (Germ i sur., 2007).   
Kao što je već spomenuto, biljke Se primaju u dva oblika, selenit i selenat. Primanje 
selenata i njegov prijenos unutar biljke puno je brži od selenita (Arvy, 1993; De Souza i sur., 
1998; Pilon-Smits i sur., 1998; Cartes i sur., 2005. Što se tiče mobilnosti, selenat se lako 
transportira iz korijenja u nadzemne dijelove biljaka dok se selenit primarno zadržava u 
korijenju (Zayed i sur., 1998). Dumont i sur. (2006) su razjasnili metabolizam Se u biljkama 
(Slika 1). Dakle, biljka iz okoliša akumulira selenit i selenat koji se reducira u selenit. Selenit 
se zatim reducira u selenid. Selenid prelazi u selenocisten (Se-Cys) koji se dalje pretvara u 
selenometionin (Se- Met), ugrađuje se u Se-proteine ili nastaje Se-metilselenocistein (Se-
MetSeCys). Se-Met se povratno pretvara u Se-MetSeCys ili nastaje dimetilselenid (DMSe) 





Slika 1.Shematski prikaz metabolizma Se u biljkama (preuzeto i modificirano prema 
Dumont i sur., 2006). 
1.3. Uloga selena u rastu i razvoju biljaka 
Kao što je već rečeno, Se još uvijek nije klasificiran kao esencijalan element za biljke, 
iako se smatra da ima pozitivne učinke na biljke pri čemu  njegov učinak ovisi o njegovoj 
koncentraciji (Shanker, 2006). Prema Hamiltonu (2004), postoje tri razine biološkog 
djelovanja Se: male koncentracije su potrebne za normalan razvoj i rast, umjerene 
koncentracije se mogu skladištiti za održavanje homeostatskih funkcija, a prekomjerne mogu 
imati toksično djelovanje. 
Singh i sur. (1980) su uočili pozitivan utjecaj 0,5mg/kg Se u obliku selenita na 
stimulaciju rasta i količinu suhe tvari kod vrste Brassica juncea L. Dokazano je da Se ima 
utjecaja i na klijanje. Dodavanjem više od 29 mg/kg Se u tlo inhibira rast i klijanje rotkvice, 
zelene salate i rajčice (Carvalho i sur. 2003). Selenit potiče klijanje sjemena vrste Momordica 
charantia L. pri optimalnim temperaturama pri čemu je pozitivan utjecaj na klijanje povezan s 
njegovom antioksidacijskom aktivnošću (Chen and Sung, 2001).  
 
1.4. Antioksidacijska uloga selena 
Oksidacijski stres je stanje u kojem organizam nije u mogućnosti neutralizirati i 
eliminirati nastale reaktivne kisikove spojeve (engl. Reactive Oxygen Species – ROS) (Sies, 
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1985,1986; Sies i Cadenas, 1985). U ROS spadaju superoksidni anion (O2
•-),vodikov peroksid 
(H2O2), hidroksilni radikal (OH•), singletni kisik i slobodni lipidni peroksilni  radikali (LOO•, 
ROO•). ROS mogu oštetiti proteine i DNA, stanične lipide, inhibirati prijenos staničnog 
signala u signalnim putevima i u konačnici negativno utjecati na normalno funkcioniranje 
stanice (Hasanuzzaman i sur., 2010).  Do pojave i razvoja oksidativnog stresa mogu dovesti 
različiti abiotički faktori kao što su suša, povećani salinitet, niske i visoke temperature, teški 
metali, UV (Hasanuzzaman i sur., 2010).  
Postoji dva tipa antioksidansa, jedna su tvari male molekularne mase, kao što su 
askorbat (Asa), tokoferol, glutation (GSH), dok su drugi tip antioksidativni enzimi kao 
superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX), gvajakol-
peroksidaza (GPOD), glutation-peroksidaza (GSH-Px), glutation-reduktaza (GR) i dr. 
(Thompson i sur., 1987; Lu, 1999; Hartikainen i sur., 2000; Meharg i Hartley-Whitaker, 2002; 
Cao i sur., 2004; Asada, 2006). 
Dodatak Se može imati različite antioksidativne mehanizme:regulacija aktivnosti 
antioksidativnih enzima, sudjelovanje pri spontanoj reakciji prevođenja O2•- u H2O2 (bez 
prisutnosti SOD) (Hartikainen i sur., 2000; Cartes i sur., 2010) te direktno uklanjanje OH• i 
O2




Slika 2.Mehanizmi kojima Se regulira razinu ROS-a (preuzeto i modificirano prema 
Feng i sur., 2013). 
Nedavna su istraživanja pokazala da uz pozitivan utjecaj na rast i razvoj biljaka Se 
povećava otpornost i antioksidativni kapacitet biljaka (Hartikainen i Xue, 1999; 
Djanaguiraman i sur., 2005; Peng i sur., 2002). Ríosi sur. (2009) su proveli istraživanje s 
različitim koncentracijama (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 μM) selenata i selenita kako bi utvrdili 
utjecaj oblika Se i koncentracije na stvaranje i detoksifikaciju H2O2 u zelenoj salati. Rezultati 
su pokazali da je selenat manje toksičan oblik, dok selenit potiče stvaranje veće koncentracije 
H2O2 i veći intenzitet peroksidacije lipida u listovima. Biljke tretirane selenatom potiču 
aktivnost enzima koji detoksificiraju  H2O2, APX i GSH-Px, no potiču i akumulaciju 
neenzimskih antioksidansa AsA i GSH. Dakle, male koncentracije selenata mogu pomoći 
biljkama u povećanju otpornosti na stres. Nowak i sur. (2004) su radili istraživanje o utjecaju 
koncentracije Se na antioksidacijski odgovor pšenice i došli do zaključka kako niske 
koncentracije Se utječu pozitivno na antioksidacijski odgovor, dok visoke koncentracije 




1.5. Cilj rada 
Cilj rada bio je utvrditi kako različiti oblici i koncentracije Se utječu na 
antioksidacijski sustav, odnosno aktivnosti glutation-reduktaze  i katalaze u izdancima pšenice 
























2. MATERIJALI I  METODE 
 
2.1. Biljni materijal i opis eksperimenta 
Kao materijal koristio se izdanak pšenice ( Triticum aestivumL.) sorte Divana, odnosni 
nadzemni dio klijanca.  
Za svrhe ovog istraživanja koristilo se tlo s nezagađenog mjesta s područja Baranje, 
(Osječko-baranjska županija) na sjeverno-istočnom dijelu Republike Hrvatske. Uzorkovano 
tlo je prosijano i skladišteno u plastične kutije dimenzija 19,5×17,5×11cm (1,6kg suhog tla po 
kutiji). Se je primijenjen u obliku selenata i selenita  u koncentracijama od 0.01, 0.1 i 1mg/kg 
(što otprilike odgovara 5, 50, 500 g/ha). Kontrole nisu sadržavale Se. Svi tretmani su se 
ponovili tri puta, za svaki tretman i kontrolu, bile su priređene tri kutije. Neposredno prije 
primjene Se, 100 zrna pšenice je postavljeno na površinu zemlje svake kutije. Izlaganje je 
trajalo 15 dana na 20 °C i ciklusu od16/8 sati svjetlosti odnosno tame. 
 
2.2.  Aktivnosti antioksidativnih enzima 
2.2.1. Priprema enzimskih ekstrakata 
Izdanci pšenice (oko 200mg) usitnjeni su u tarioniku pomoću tekućeg dušika uz 
dodatak polivinilpolipirolidina (PVP). Enzimi su ekstrahirani 15 minuta na ledu uz dodatak 
1mL hladnog 100mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.0) koji sadrži etilendiamintetraoctenu 
kiselinu (EDTA). Homogenati su zatim centrifugirani 15 minuta na 20 000 g i 4 °C. Dobiveni 
supernatantisu skladišteni na -80 °C i upotrjebljeni za spektrofotometrijsko određivanje 
aktivnosti enzima katalaze (CAT) i glutation-reduktaze (GR). 
 
2.2.2. Određivanje aktivnosti katalaze 
Ukupna aktivnost CAT je izmjerena prateći pad absorbancije na 240 nm tijekom 2 
minute koristeći H2O2 kao supstrat (Aebi, 1984). Enzimska reakcija započinje dodatkom 50µL 
enzimskog ekstrakta u 1950 µL 50mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.0) s 10 mM H2O2. CAT je 
izražena u enzimskim jedinicama (U) predstavljajući količinu enzima koji katalizira 




2.2.3. Određivanje aktivnosti glutation-reduktaze 
Aktivnost glutation-reduktaze (GR) u enzimskim ekstraktima određena je prema 
metodi koju su opisali Halliwel i Foyer (1978).  Reakcijska smjesa sadržavala je400 μL 100 
mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.5) koji je sadržavao 1 mM otopinu EDTA, 500 μL 2 mM 
otopine GSSG, 50 μL enzimskog ekstrakta te 50 μL 2 mM otopine NADPH. Smanjenje 
apsorbancije, uslijed oksidacije NADPH, praćeno je pri valnoj duljini od 340 nm svakih 10 
sekundi tijekom 2 minute. GR je izražena u enzimskim jedinicama (U) koje predstavljaju 
količinu enzima koji katalizira oksidaciju 1 μmola NADPH po g proteina pri 25 ºC i pH. 
2.3. Statistička obrada podataka 
Podaci  dobiveni  u  ovom  radu  obrađeni  su pomoću  statističkog  programa 
STATISTICA  12.0  (Statsoft,  Inc,  Tulsa,  SAD).  Rezultati  su  prikazani  kao  srednje 
vrijednosti ± standardna devijacija (SD). Razlike između srednjih vrijednosti skupina 
(kontrola i različiti tretmani) utvrđene  pomoću monofaktorijalne analize varijance  (one-way  
ANOVA).  Nakon  što  je  utvrđeno  postojanje  razlika, provedeno  je  post  hoc  testiranje  















3.1. Utjecaj tretmana Se na aktivnost katalaze u izdancima pšenice 
Tretmani različitim koncentracijama selenita i selenata (0.01 mg/kg, 0.1 mg/kg, 1 
mg/kg) nisu uzrokovali značajne statističke razlike u aktivnosti katalaze (CAT) u odnosu na 
kontrolnu skupinu (Slika 3). 
 
 
Slika 3. Specifična aktivnost katalaze (CAT) u izdancima pšenice tretiranim različitim 
koncentracijama selenita i selenata. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje vrijednosti ± SD. 
Analiza varijance (ANOVA) nije pokazala statistički značajne razlike među skupinama.  
 
3.2. Utjecaj tretmana Se na aktivnost glutation-reduktaze u izdancima pšenice 
Tretman svim koncentracijama selenita nije uzrokovao značajne promjene aktivnosti 
GR u izdancima pšenice dok su samo veće koncentracije selenata (0.1 mg/kg i 1 
mg/kg)uzrokovale porast aktivnosti GR u odnosu na kontrolu (Slika 4). Pri tretmanu nižim 
koncentracijama selenita i selenata nije bilo razlike u aktivnosti GR u izdancima pšenice, dok 





























Slika 4. Specifična aktivnost glutation-reduktaze  (GR) u izdancima pšenice tretiranim 
različitim koncentracijama selenita i selenata. Rezultati (n=6) su prikazani kao srednje 
vrijednosti ± SD. Razlike između skupina testirane su LSD post hoc testom. Različita slova 












































Enzim CAT je odgovoran za uklanjanje i kontrolu visokih koncentracija H2O2 u 
stresnim uvjetima, ali je manje pogodan za fino podešavanje niskih koncentracija H2O2 koje 
mogu biti važne za regulatorne mehanizme. Dosadašnja istraživanja o učinku Se na 
antioksidativni odgovor u biljkama uglavnom su pokazala da tretman Se primarno inducira 
aktivnost GSH-Px koja vrlo efikasno uklanja H2O2u citosolu koristeći reducirani GSH kao 
supstrat, stoga stanica nema potrebu aktivacije CAT i ostalih antioksidacijskih enzima (Xuei 
Hartikainen, 2000). Iako još nije dokazano postojanje esencijalnih proteina ovisnih o Se u 
višim biljkama, postoji velik broj istraživanja (Hartikainen i sur., 1997, 2000; Cartes i sur., 
2011) koja su pokazala pozitivne korelacije između koncentracije Se i aktivnosti GSH-
Px.Štoviše, Takeda i sur. (1997) su  utvrdili da se kod vrste Clamydomonas koja nije bila 
izložena Se, 40% nastalog H2O2 uklanja pomoću enzima APX, a preostali H2O2 uz pomoć 
enzima CAT. S druge strane stanice koje su tretirane Se, nastali H2O2 prvenstveno se uklanja 
pomoću enzima GSH-Px. Taj podatak također se može povezati s nepromijenjenim 
aktivnostima CAT nakon tretmana pšenice Se u našem eksperimentu (Slika 3). Vrlo slične 
rezultate dobili su Xue i Hartikainen (2000) u istraživanju na engleskom ljulju (Lolium 
perenne L.) pri čemu koncentracije Se od 0.1 i 1 mg/kg također nisu uzrokovale značajne 
promjene aktivnosti CAT. Izostanak povećanja aktivnosti CAT u prisutnosti niskih 
koncentracija Se, također je dokazana u istraživanju Kong i sur. (2005) u kiselici (Rumex 
patientia × R. tianshanicus). Tretman selenitom je kod vrste Trigonella foenum-graecum 
uzrokovao smanjenje aktivnosti CAT (Sreekala i sur. 1999). S druge strane, Yao i sur. (2010) 
su utvrdili kako visoke koncentracije Se (1,2 i 3 mg/kg) povećavaju aktivnost CAT uz 
dodatno djelovanje UV-B zračenja kod pšenice (Triticum aestivum L.).U pšenici je odgovor 
na tretman Se ovisio o njegovoj koncentraciji, velike koncentracije selenita (0.45mmol/kg) 
(38.37mg/kg) uzrokovale su smanjenje aktivnosti, niske koncentracije selenita (0.05mmol/kg 
i 0.15mmol/kg) (18.27 mg/kg i 33.20 mg/kg) uzrokovale su povećanje aktivnosti CAT za 
10% u odnosu na kontrolnu skupinu (Nowak i sur., 2004). Rios i sur. (2008) su istraživali 
utjecaj Se na produkciju i detoksikaciju H2O2 u vrsti Lactuca sativa cv. Philipus. Biljku su 
tretirali različitim koncentracijama selenita i selenata (5, 10, 20, 40, 60, 80 i 120 μM). 
Rezultati su pokazali kako je selenat manje toksičan od selenita i kako potiče veće stvaranje 
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enzima koji pomažu u detoksikaciji H2O2. Što se tiče aktivnosti CAT, istraživanja nisu 
pokazala značajnije statističke promjene u odnosu na razinu Se.  
Glutation-reduktaza je flavoprotein koji je pronađen i kod prokariota i kod 
eukariota(Romero-Puertas i sur., 2006). Pretežno je smješten u kloroplastima, ali se male 
količine mogu pronaći u mitohondrijima i citosolu (Edwards i sur., 1990: Creissen i sur., 
1994). U višim biljkama, GR je uključena  u obranu biljaka  od oksidacijskog stresa, reducira 
GSH koji ima važnu ulogu u staničnom sustavu, odnosno sudjeluje u askorbat-glutationskom 
ciklusu (Noctor i sur., 2002). GR i GSH imaju presudnu ulogu u određivanju otpornosti 
biljaka na različite tipove stresnih uvjeta (Chalapathi Rao i Reddy, 2008). Kako bi se održala 
dovoljna zaliha reduciranog GSH za enzim GSH-Px, enzim GR mora ga obnoviti iz 
oksidiranog oblika uz utrošak NADPH (Noctor i Foyer, 1998).U ovom istraživanju samo su 
dvije najviše koncentracije selenata uzrokovale značajnije povećanje aktivnosti GR u odnosu 
na kontrolnu skupinu, dok tretmani selenitom nisu imali takav učinak. Istraživanje 
Kaklewskog i sur. (2008) na uljanoj repici i pšenici je pokazalo da se povećanjem 
koncentracije Se, u obliku selenita, u biljkama povećava se i aktivnost GR  (u zelenim 
dijelovima 5mg/kg) u uljanoj repici i u (zelenim dijelovima 8mg/kg) u pšenici. U tkivu vrste 
Trigonella foenum-graecumL. tretiranim Se utvrđen jepad aktivnosti GR za 50-60% u obje 
frakcije, u mitohondrijskoj i topljivoj (Santosh i sur., 1999). Pukacka i sur. (2011) su proveli 
istraživanje na vrsti Acer saccharium L. u kojem su dio sjemenki natapali u vodi, a dio 
uNa2SeO4 (10mg/L). Nakon 6 sati, sjemenke su izvađene iz otopina i stavljene na sušenje. 
Došlo je do povećanja aktivnosti GR u sjemenkama tretiranim Se. Łabanowska i sur. (2012) 
istraživali utjecaj Se u obliku selenata na odgovor dva tipa pšenice na kratkotrajni stres.U 
poljskom tipu pšenice, došlo je do povećanja aktivnosti GR za 60%, ali smanjenja aktivnosti 
CAT za 20%. Dok je u finskom tipu pšenice došlo do smanjenja aktivnosti svih enzima i to 
GR za 20%, a CAT za 30% štoautori povezuju s povećanim kapacitetomzaštite biljaka od 
oksidacijskih oštećenja uzrokovanih kratkotrajnim stresomkod poljskog tipa pšenice. 
Hasanuzzaman i sur. (2012) su istraživali ulogu Se u odgovoru biljaka na oksidacijski stres 
uzrokovan kadmijem te su utvrdili da predtretman s 50 μM Se povećava aktivnosti 
antioksidacijskih enzima, između ostalih i GR, i na taj način povećava otpornost biljaka na 
oksidacijski stresuzrokovan kadmijem. Wang  (2011) je također utvrdio pozitivno djelovanje 
selenata na aktivnost GR u kombinaciji s nedostatkom vode koji je izazvan dodatkom 
polietilen-glikola kod biljke Trifolium repens L. Tretman Se može različito djelovati na 
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enzime antioksidacijskog sustava, pri čemu odgovor biljke ovisi o obliku primijenjenog Se, 
genetskim karakteristikama biljne vrste i samim uvjetima eksperimenta. 
 
5. GLAVNI REZULTATI I ZAKLJUČCI 
Povećanje aktivnosti glutation-reduktaze uzrokovale su samo dvije veće koncentracije 
selenata, dok je taj efekt izostao kod tretmana selenitom što se može povezati s učinkovitijom 
mobilnošću selenata u nadzmne dijelove biljke. 
Tretman s oba oblika selena nije značajno utjecao na aktivnost katalaze u izdancima 
pšenice što ukazuje na to da oba oblika selena u koncentracijama korištenim u ovom 
istraživanju nisu izazvala izraženiji oksidacijski stres u izdancima pšenice.  
Rezultati ovog istraživanja mogu poslužiti kao osnova za daljnja istraživanja o 
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